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摘　要 : 用 160个 10 bp单个和混和随机引物对 ‘石硖’龙眼大果型桂花味芽变母树芽变枝及普通枝

的基因组 DNA进行 RAPD扩增分析 , 从中筛选出 6个单引物 ( S71、S161、S303、S304、S341、S1212) 和

4个双引物 ( Z7、Z59、Z60、Z70) 能在二者之间扩增出稳定的多态性片段。10个引物共扩增出 99条片

段 , 其中多态性片段有 S712560、S1612813、Z702800等 13条 , 占 1311% , 表明芽变枝果实大小及风味的变

化与其遗传物质的改变密切相关。用两个特异引物 S71、Z70对来源于同一芽变枝不同树龄的芽变嫁接单株

及对照进行 RAPD扩增 , 所得特异片段与引物筛选中完全一致 , 进一步表明芽变引起的遗传物质的改变可

以通过无性繁殖的方式稳定存在 , 利用特异引物可对芽变嫁接单株的结果性状做早期预测。
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Abstract: Genetic DNA s from‘Shixia’ longan (D im ocarpus longana Lour. ) and its sport line which

could generate larger fruits containing sweet osmanthus flavour were amp lified by RAPD with 160 10 bp single

and m ixed random p rimers to study the genetic substance change of the sport. Six single and four m ixed p rim2
ers were screened which could p roduce stable polymorphic segments between the two clones. 13 out of the total

99 fragments amp lified were distinctive including the loss of a normal segment and appearance of a new one.

The polymorphic fragments amp lified were S712560, S1612813, Z702800, etc. The difference of amp lified
DNA segments showed that the large fruit and sweet osmanthus mutant was closely related to changes of some

genetic substances in the sport line. Further studying also showed that the genotype of the sport could be inher2
ited stablely by way of asexual p ropagation. The polymorphic segments could be used to forecast the fruit char2
acters of the grafted seedlings from the sport scion.
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1　目的、材料与方法

‘石硖’龙眼 (D im ocarpus longana Lour. ‘Shixia’) 是广东省龙眼的主栽品种之一 , 但果实偏

小 , 多年来育种工作者试图提高龙眼的单果质量 , 但尚未有明显进展。

1985年在广东省台山市红岭种子园发现 1棵 ‘石硖’龙眼结果树一主枝上所结果实比普通 ‘石

硖’龙眼重 26%～31% , 且具特有的桂花香味 , 历经多年的高接和小苗嫁接繁殖试验 , 发现其性状

十分稳定 , 初步认为是芽变优系。本研究以该 ‘石硖’龙眼芽变母树上的芽变枝及普通枝为材料 ,
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提取其基因组 DNA进行 RAPD扩增分析 , 旨在将芽变与其原类型从 DNA分子水平上加以区分。

由芽变母枝 ( Y) 上随机选取 6个芽变嫁接单株 〔Y1 , Y2 (4年生 ) ; Y3 , Y4 ( 3年生 ) ; Y5 ,

Y6 (2年生 )〕, 其中 Y1、Y2由 Y, Y3、Y4由 Y1 , Y5、Y6由 Y3嫁接获得 , 所用砧木均为 ‘石硖’。

所有材料均由广东省台山市红岭种子园提供 , 2004年 3月上旬采回幼叶 , 液氮保存。

基因组 DNA的提取和纯化按张虎平等〔1〕的方法进行。设计不同的 DNA模板、Mg2 +、 dNTP、随

机引物、Taq酶浓度梯度 , 对反应条件进行优化。所用试剂和引物均购自上海生工生物工程有限公

司。在 PE2400型 PCR仪 (美国 PE公司 ) 上进行扩增 , 反应热循环程序参照刘成明等的方法〔2〕。扩

增产物在 114%的琼脂糖凝胶上电泳分离 , EB染色 , 在紫外透射仪上观察 , 照相。具多态性的引物

重复扩增 3次。

2　结果分析与讨论

211　反应体系优化及多态性引物的筛选

在本试验使用的 PCR仪型号及扩增程序下 , 获得稳定、清晰的扩增结果反应体系为 25μL的反

应体积中含有 20 ng模板 , 110 U Taq DNA聚合酶 , 210 mmol/L MgCl2 , 0120 mmol/L dNTP, 0120

μmol/L引物 , 1 ×buffer, 其余用双蒸水补齐。

在 80个 10 bp的单引物及 80个双引物中 , 有 90%的引物能扩增出清晰的条带 , 一般为 3～12

条片段 , 介于 200～4 000 bp之间。大多数引物在芽变枝与普通枝间的扩增产物完全相同或相似 ;

有 6个单引物及 4个双引物 (表 1) 在芽变枝和普通枝间均能扩增出 1～2条清晰、稳定的多态性

片段。
表 1　多态性随机引物的序列及扩增结果

Table 1　The sequences of the polym orph ic pr im ers and the ir am plif ica tion

引物 Primer
碱基序列
Nucleotide sequence (5π→3π)

扩增片段数
Total fragments amp lified

区分性多态性片段
Polymorphic fragments

S71 AAAGCTGCGG 9 S712560

S161 ACCTGGACAC 7 S1612813

S303 TGGCGCAGTG 7 S3032200

S304 CCGCTACCGA 12 S3042564, S3042900

S341 CCCGGCATAA 16 S34121400, S34121700

S1212 GGATCGTCGG 13 S121221160

Z7 ( S123 + S510) CCTGATCACC + CCATTCCCCA 9 Z72700

Z59 ( S426 + S433) GAGACGCACA +AGCGTCACTC 8 Z592700, Z5921000

Z60 ( S433 + S465) AGCGTCACTC + CCCCGGTAAC 11 Z6021470

Z70 ( S1315 + S1345) CCAGTCCCAA + TCGCTGCGTT 7 Z702800

由图 1可知 , 与对照 (普通枝 ) 相比 , 母树芽变枝中新产生的片段有 : S712560、 S1612813、

S34121700、Z72700、Z5921000、Z702800; 母树芽变枝中缺失的片段有 : S3032200、 S3042900、 S3042
564、S34121400、S121221160、Z592700、Z6021470。由此可见 ‘石硖’龙眼母树芽变枝与其对照普通

枝相比在 DNA分子的序列上发生了变化。

果树芽变大致可分为 DNA序列上的改变 (如染色体易位、基因突变等 ) 和非 DNA序列上的

改变 (如染色体数目变异、DNA甲基化等 ) , 前者可能被 RAPD标记鉴别出来。RAPD技术应用于

芽变鉴定的研究已有相关报道 , 但鉴定的难易随变异类型及程度的不同而有所差别〔3～5〕。本试验

以同一母树上的芽变枝和普通枝为材料 , 从 80个单引物及 80个双引物中分别筛选出 6个单引物

和 4个双引物在芽变品种及对照间表现出稳定的多态性 , 多态性条带达 13条 , 其引物检出率和多

态性片段数远高于其它芽变的 RAPD鉴定结果〔6〕, 表明本试验中所研究材料的芽变类型很可能属

于基因突变。
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图 1　10个多态性随机引物的 RAPD扩增指纹图谱

左 : 单引物 ; 右 : 双引物。P: 对照普通枝 , Y: 芽变枝 ; M: λDNA /EcoR + H ind, 下同。

F ig. 1　The RAPD prof ile am plif ied by the 10 polym orph ic pr im ers

Left: Single p rimers; R ight: Double p rimers. P: Control; Y: Sport; M: λDNA /EcoR + H ind. The same below.

　　由图 2可知 , 由引物筛选中表现为单态性的

单引物重新两两组合而成的双引物也能在芽变枝

及其对照间扩增出稳定清晰的多态性片段。因此 ,

利用两个单引物重新组合成双引物用于扩增是弥

补引物不足和降低实验成本的可行方法。

212　普通 ‘石硖’与芽变的遗传相似性分析

理论上芽变和对照的遗传背景应高度一致。

本研究中计算二者间的相似系数为 86187% 〔( 43

×2) / (53 + 46) ×100%〕, 低于刘成明等〔2〕类似

研究的结果 , 表明本研究中的芽变类型变异程度

比较大。
图 2　双引物 Z70 ( S1315 + S1345) 的 RAPD扩增

F ig. 2　The RAPD prof ile am plif ied by Z70 ( S1315 + S1345)

213　芽变的遗传稳定性

以芽变母树普通枝和芽变枝分别做阴性和阳性对照 , 选用特异引物 S71、Z70研究芽变所发生的

遗传物质的改变在嫁接繁殖中的遗传稳定性。从图 3可以看出 , 6个芽变嫁接单株 ( Y1～Y6 ) 的扩增

带型与母树芽变枝 (阳性对照 ) 完全一样 , 表明芽变所引起的遗传物质改变可通过无性繁殖的方式

稳定遗传。实际上 , Y1和 Y2单株所结果实均具 ‘大果型’及 ‘桂花香味’特征 , 表明芽变基因不

仅可通过无性繁殖的方式稳定存在 , 而且稳定表达。

图 3　引物 S71和 Z70对芽变系及普通石硖的 RAPD扩增图谱

Y1～Y6 : 芽变嫁接单株 ( Y1和 Y2 : 4年生 , Y3和 Y4 : 3年生 , Y5和 Y6 : 2年生 )。

F ig. 3　The RAPD prof ile of sport line and its ma terna l plan t

Y1 - Y6 : Grafted p lants ( Y1 , Y2 : Four years old; Y3 , Y4 : Three years old; Y5 , Y6 : Two years old) .
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本试验结果证明芽变遗传类型可通过无性繁殖的方式稳定遗传 , 但芽变也有可能以嵌合体的方式

存在 , 即同一器官中可能同时存在芽变类型组织和原品种类型组织〔7〕, 这样芽变品种有可能恢复到

原品种类型。用 RAPD来分析芽变品种的遗传背景不受时间、生长发育时期及环境的影响 , 因此 , 可

利用特异的芽变分子标记对嫁接小苗进行早期结果性状预测以减少经济上的损失。
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